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บทคััดย่่อ
	 การศึกึษานี้้�เป็็นการตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีกีารวิิเคราะห์์ปริมาณโลหะหนักหลายชนิดในเวลาเดีียวกััน ประกอบด้้วย 

ปรอท แคดเมีียม สารหนู และตะกั่่�ว ในใบกระท่่อมที่่�ระดัับความเข้้มข้้นต่่ำมาก (หนึ่่�งส่่วนต่่อพัันล้าน, ppb) ด้้วยเทคนิิค

อินิดักัทีีฟลีีคัพเพิิลพลาสมา-ออพติคอลอิิมิสิชันัสเปกโทรสโกปีี (ICP-OES) และกระบวนการย่่อยและการเตรีียมสารละลาย

ตัวัอย่า่งก่อ่นทำการวิเิคราะห์ไ์ด้ด้ัดัแปรวิธิีขีอง AOAC (999.10) โดยใช้ผ้งใบกระท่อ่มแห้ง้ผสมกับักรดไนตริกิและไฮโดรเจน

เปอร์อ์อกไซด์์ร่ว่มกับัการย่่อยด้ว้ยวิิธีไีมโครเวฟ ผลการศึกึษาพบว่่าช่ว่งการใช้ง้านของวิิธีทีดสอบปรอท แคดเมีียม สารหนู 

และตะกั่่�วเท่่ากับั 0.25 - 1.25, 0.05 - 1.25, 0.50 - 12.50 และ 0.50 - 12.50 มิลิลิิกรัมัต่่อกิิโลกรัมั ตามลำดับั ค่่าขีีดจำกัดั  

การตรวจหาของวิิธีี (LOD) เท่่ากัับ 0.050 (ปรอท), 0.010 (แคดเมีียม), 0.15 (สารหนู) และ 0.15  (ตะกั่่�ว) มิิลลิิกรััม                

ต่่อกิิโลกรััม ขีีดจำกััดการวััดปริิมาณ (LOQ) เท่่ากัับ 0.25 (ปรอท), 0.050 (แคดเมีียม), 0.50 (สารหนูู) และ 0.50 (ตะกั่่�ว) 

มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม การศึึกษาความโอนเอีียงมีีช่วงร้้อยละการคืืนกลัับ (%Recovery) เท่่ากัับ 67 - 74% (ปรอท),                     

80 - 82% (แคดเมีียม), 83 - 91% (สารหนูู) และ 80 - 82% (ตะกั่่�ว) การศึึกษาความเที่่�ยงมีีช่่วงร้้อยละค่่าส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐานสัมพััทธ์์ (%RSD) ของแคดเมีียม สารหนู และตะกั่่�วอยู่่�ในช่วง 0.6 - 7.3% และปรอทอยู่่�ในช่วง 8.2 - 11.7%       

อีีกทั้้�งค่่าความไม่่แน่่นอนขยายของแคดเมีียม สารหนูู และตะกั่่�ว มีีค่่าน้้อยกว่่า ±25% และปรอทน้้อยกว่่า ±38% ที่่�ระดัับ

ความเชื่่�อมั่่�น 95% ซึ่่�งผลการศึกึษานี้้�แสดงให้้เห็น็ว่า่วิธิีีวิเิคราะห์์มีีความน่่าเชื่่�อถืือ และเหมาะสมสำหรับใช้ใ้นการวิิเคราะห์์

เชิิงปริิมาณโลหะหนัักในใบกระท่่อม

Bulletin of Applied Sciences, Vol. 13 No. 1 January - June 2024: 79 - 91

ธาริิณีี ศรีีดารา1*, สายจิิต ดาวสุุโข1, สุุบงกช ทรััพย์์แตง1, วีีระ สวนไธสง1

Tharinee Sridara1*, Saijit Daosukho1, Subongkoch Subtaeng1, Weera Suanthaisong1

รัับบทความ 12 มกราคม 2567 แก้้ไขบทความ 23 กุุมพาพัันธ์์ 2567 ยอมรัับตีีพิิมพ์์ 4 มีีนาคม 2567

คำสำคััญ: ปรอท  แคดเมีียม  สารหนูู  ตะกั่่�ว  กระท่่อม  ICP-OES

1กองเทคโนโลยีีชุุมชน กรมวิิทยาศาสตร์์บริิการ  

6การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิธีิีสำหรับัวิเิคราะห์์ปริมิาณโลหะหนััก
หลายชนิดิในเวลาเดีียวกััน (ปรอท แคดเมียีม สารหนูู และตะกั่่�ว)

 ที่่�ระดัับความเข้้มข้้นต่่ำมากในใบกระท่่อม
Method validation for simultaneous determination of heavy metals (Hg, Cd, 

As and Pb) at trace concentration levels in kratom leaves
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Abstract
	 This manuscript reports the validation of an analytical method for simultaneous determination of heavy 
metals (Hg, Cd, As and Pb) in Kratom at low concentrations (part per billion, ppb) using an inductive coupled 
plasma-optical emission spectrophotometer (ICP-OES). Sample preparation followed AOAC (999.10) guideline, 
involving the microwave digestion of dried Kratom leaves powder with nitric acid and hydrogen peroxide. The 
linear concentration ranges for Hg, Cd, As and Pb were found to be 0.25 - 1.25, 0.05 - 1.25, 0.50 - 12.50 and 
0.50 - 12.50 mg/kg, respectively. Limits of detection (LOD) were determined as 0.050 (Hg), 0.010 (Cd), 0.15 
(As) and 0.15 (Pb) mg/kg, with corresponding limits of quantitation (LOQ) at 0.25 (Hg), 0.050 (Cd), 0.50 (As) 
and 0.50 (Pb) mg/kg. The recovery bias showed percentages ranging from 67 - 74% (Hg), 80 - 82% (Cd), 83 
- 91% (As) and 80 - 82 (As). Precision, represented by the percentage of relative standard deviations (%RSD), 
was within the range of 0.6 - 7.3% for Cd, As and Pb, and 8.2 - 11.7% for Hg. Additionally, expanded uncertainties 
for Cd, As and Pb were below ±25%, and for Hg, it was below ±38%, at a confidence level of 95%. These 
results affirm the reliability and suitability of the proposed method for the quantitative analysis of heavy metals 
in Kratom leaves.
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1. บทนำ (Introduction) 
	 กระท่่อม (Kratom; Mitragyna speciosa) เป็็นพืชในเขตเมือืงร้้อน พบมากในประเทศแถบเอเชีีย โดยเฉพาะทางตอนใต้้

ของประเทศไทย ในอดีีตมักับริโิภคด้้วยการเคี้้�ยวใบสดหรือืนำใบไปต้มในน้้ำสำหรับัดื่่�ม เพื่่�อช่่วยกระตุ้้�นให้้เกิิดความตื่่�นตัวัและ

กระปรี้้�กระเปร่า อีีกทั้้�งใช้้เป็็นยารักัษาอาการปวดเมื่่�อยและลดอาการเจ็บ็ปวด [1-2] สืบืเนื่่�องจากกฏหมายของประเทศไทยได้้

ประกาศปลดพืชกระท่่อมออกจากรายการยาเสพติดให้้โทษประเภทที่่� 5 ภายใต้้พระราชบัญญัตัิสิารเสพติดให้้โทษ ฉบัับที่่� 8  

(พ.ศ. 2564) [3] ส่่งผลให้้การใช้้พืืชกระท่่อมและผลิิตภััณฑ์์จากพืืชกระท่่อมขยายตััวมากขึ้้�น อย่่างไรก็็ตามบริิเวณพื้้�นที่่�                  

เพาะปลูกูพืืชกระท่่อมอาจได้้รัับการปนเป้ื้�อนจากสารเคมีีอันตรายกลุ่่�มโลหะหนัก ที่่�อาจจะมาจากสภาวะแวดล้อมในพื้้�นที่่�               

เพาะปลูกู เช่่น ดินิ น้้ำ อากาศ รวมทั้้�งการใช้้สารเคมีีในการเพาะปลูก และสารปนเป้ื้�อนในพืชกระท่่อมที่่�เกิดิขึ้้�น อาจก่่อให้้เกิิด

อันัตรายต่่อผู้้�บริิโภค [4] ดังันั้้�นการวิิเคราะห์์ปริมาณโลหะหนักในใบกระท่่อมจึึงมีีความสำคััญต่่อความปลอดภัยของผู้้�บริิโภค 

ทั้้�งน้ี้�ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขุ เรื่่�องเกณฑ์์มาตรฐาน ค่่าความบริสิุทุธิ์์� หรือคุณุลักัษณะอื่่�นอันมีีความสำคัญัต่่อคุณุ

ภาพฯ พ.ศ. 2564 ได้้กำหนดปริมิาณสูงูสุดุของโลหะปนเป้ื้�อน 4 ชนิดิ ในผลิติภัณัฑ์์สมุนุไพร ดังันี้้� ปรอท (Hg), แคดเมีียม (Cd), 

สารหนู ู(As), และตะกั่่�ว (Pb) ต้้องไม่่เกิิน 0.5, 0.3, 5 และ 10 ส่่วนในล้านส่วน (ppm) [5] 

	วิ ธีีการวิิเคราะห์์ปริิมาณโลหะหนักมีีหลายเทคนิิค ซึ่่�งแต่่ละเทคนิิคนั้้�นมีีข้อดีีและข้้อจำกััดแตกต่่างไป เช่่น (1) เทคนิิค 

Atomic absorption spectrometry (AAS) ที่่�มีีสภาพไว (Sensitivity) ในการวิิเคราะห์์สูงู แต่่วิเิคราะห์์โลหะได้้ทีีละธาตุุ อีีกทั้้�ง

ยังัต้้องใช้้สารเคมีีเพื่่�อช่่วยให้้เกิิดปฏิกิริิยิา เช่่น การใช้้ Potassium iodide (KI) และ sodium tetrahydroborate (NaBH4)           

ในการเกิดิ 	Hydride atomization เพื่่�อให้้สามารถวิเคราะห์์สารหนู หรือืการใช้้ Stannous chloride (SnCl2) ในการเกิิด Cold-

vapour atomization เพื่่�อให้้สามารถวิเคราะห์์ปรอท [4, 6-7] (2) เทคนิิค Anodic stripping voltammetry (ASV) ที่่�มีีสภาพไว

ในการวิเิคราะห์์สูงู สามารถวิเิคราะห์์ได้้หลายธาตุใุนเวลาเดีียวกันั แต่่มีีความซับัซ้้อนในการเตรีียมตัวัอย่่าง จากการเกิดิปฏิกิิริิยิา

ที่่�ผิิวหน้าขั้้�วไฟฟ้้า ดัังนั้้�น ถ้้าสารละลายตััวอย่่างมีีตัวรบกวนที่่�ไปบดบัังการนำไฟฟ้้าจะส่่งผลโดยตรงต่่อความถููกต้้องของ            

การวิเิคราะห์์ [4, 8] และ (3) เทคนิิค Inductive coupled plasma (ICP) spectrometry ที่่�มีีข้อดีีคือมีีสภาพไวในการวิิเคราะห์์สููง 

วิเิคราะห์์ได้้หลายธาตุุในเวลาเดีียวกััน แต่่ก็ม็ีีข้อจำกััดในการวัดัโลหะบางชนิดิที่่�ระดับัความเข้้มข้้นต่่ำ ๆ [4, 9]

	 การวิิจัยัครั้้�งนี้้�มีีจุดมุ่่�งหมายเพื่่�อพััฒนาวิิธีีวิเิคราะห์์โลหะหนักหลายชนิดที่่�มีีปริมาณน้้อยมากได้้พร้อมกััน ที่่�สามารถนำไป

ใช้้ประเมิินคุณุภาพใบกระท่่อม โดยตรวจสอบคุุณลักัษณะด้้านความปลอดภัยเกี่่�ยวกัับปริมิาณโลหะหนัก ตามวิิธีขีอง AOAC 

2023 (999.10) [10] ที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงเครื่่�องมืือตรวจวััด โดยการพััฒนาวิิธีทีดสอบครั้้�งนี้้�ได้้ตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี

สำหรัับการวิิเคราะห์์ปริมาณโลหะปรอท, แคดเมีียม, สารหนูและตะกั่่�ว  ด้้วยเทคนิิค ICP-OES ที่่�สามารถนำไปทดสอบ                

หาปริิมาณโลหะหนัักที่่�ปนเป้ื้�อนในใบกระท่่อมได้้พร้อมกัันอย่่างรวดเร็็ว โดยได้้ศึึกษาคุุณลัักษณะเฉพาะของวิิธีี ได้้แก่่                           

ความสัมัพัันธ์เชิงิเส้้นตรง (Linearity), ขีีดจำกััดการตรวจหา (Limits of detection, LOD), ขีีดจำกัดัการวัดัปริมิาณ (Limits of 

quantitation, LOQ), ความโอนเอีียง (Bias), ความเที่่�ยง (Precision) เพื่่�อให้้ผลการทดสอบมีีความถูกูต้้อง แม่่นยำ น่่าเชื่่�อถืือ และ

สามารถตัดสิินเกณฑ์์ข้้อกำหนดได้้ รวมถึึงการนำผลการทดสอบไปใช้้ประโยชน์ด้้านการควบคุุณภาพใบกระท่่อมให้้มีี                

ความปลอดภัยัและการเพิ่่�มมููลค่่าในเชิงิพาณิชิย์อีีกด้้วย

2. วิธิีกีารวิจัิัย (Experimental methods)	  

	 2.1	ตั วอย่่าง

		ตั  วัอย่่างใบกระท่่อม (จากจัังหวัดัชุมุพร) เตรีียมโดยนำใบกระท่่อมสดมาล้้างให้้สะอาดด้้วยน้้ำประปา จากนั้้�นนำไป

อบที่่�อุณุหภูมูิ ิ60 องศาเซลเซีียล จนกระทั่่�งแห้้งสนิทิ แล้้วนำไปบดและร่่อนผ่านตะแกรงที่่�มีีขนาดรูพรุนุ 250 ไมครอน ผงใบ

กระท่่อมมีีลักัษณะเป็็นผงแห้้งและเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน จากนั้้�นเก็บ็ตัวัอย่่างไว้้ในตู้้�ดูดูความชื้้�นสำหรับัการทดลองต่่อไป

	 2.2	 เครื่�องมืือและอุปุกรณ์์

		  เครื่่�อง Inductive coupled plasma-optical emission spectrophotometer; ICP-OES ยี่่�ห้้อ Thermo Fisher 

Scientific รุ่่�น iCAP PRO ผลิติจากประเทศเยอรมััน, เครื่่�องย่่อยระบบไมโครเวฟ ยี่่�ห้้อ Analytik Jena รุ่่�น TOPwave ผลิติจาก
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ประเทศอังักฤษ, เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้้าความละเอีียด 4 ตำแหน่ง ยี่่�ห้้อ Sartorius รุ่่�น Quintix224-1S ผลิติจากประเทศสหัรััฐัอเมริกิา,          

ขวดวัดัปริมิาตร (Volumetric flask, class A) และปิิเปต (Volumetric pipette, class A) ขนาดต่าง ๆ

	 2.3	 สารเคมี

		  2.3.1	สารละลายมาตรฐานอ้างอิงิ (Reference standard solution) ยี่่�ห้้อ Perkin Elmer, ผลิติจากประเทศสหรัฐัอเมริกิา 

ความเข้้มข้้น 1000 ± 5 mg/L สำหรัับสร้้างกราฟมาตรฐาน ได้้แก่่ สารละลายมาตรฐานปรอท (Lot No. 26-174HGY1), 

แคดเมีียม (Lot No. 26-76CDY1), สารหนู (Lot No. 27-24ASAY1) และตะกั่่�ว (Lot No. 27-05PBY1)

		  2.3.2	สารละลายมาตรฐานอ้างอิิง (Reference standard solution) ยี่่�ห้้อ AccuStandard, ผลิิตจากประเทศ

สหรัฐัอเมริกิา ความเข้้มข้้น 1000 ± 2.4 mg/L สำหรับัการหาค่่าขีีดจำกัดัการวัดัปริมิาณ ความโอนเอีียง และความเที่่�ยง ได้้แก่่ 

สารละลายมาตรฐานปรอท (Lot No. 223035027), แคดเมีียม (Lot No. 222095085), สารหนู (Lot No. 222065166) และ

ตะกั่่�ว (Lot No. 222065210) 

		  2.3.3	กรดไนตริกิ (Nitric acid; HNO3) ความเข้้มข้้นร้อยละ 65 โดยน้้ำหนักัต่่อปริมิาตร (%w/v), AR grade, ยี่่�ห้้อ 

Merck, เยอรมันั

		  2.3.4	ไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์ (Hydrogen peroxide; H2O2) ความเข้้มข้้นร้อยละ 30 โดยน้้ำหนักั (%w/w), AR grade, 

ยี่่�ห้้อ Merck, เยอรมััน

	 2.4	วิ ธีดีำเนิินงาน	  

		  2.4.1	 การเตรีียมสารละลายมาตรฐานผสมสำหรับสร้า้งกราฟมาตรฐาน (Preparation of standard solution for 

calibration curve)

			ปิ   ิเปตสารละลายมาตรฐานเข้้มข้้น (Stock solution, ข้้อ 2.3.1) ลงในขวดวัดปริิมาตรขนาด 100.00 mL 

เจืือจางและปรัับปริิมาตรด้้วยสารละลายกรดไนตริิกความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.1 โดยปริิมาตร (%v/v) เพื่่�อให้้ได้้สารละลาย

มาตรฐานผสม (Mixed standard solution, MSTD) ที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ ดัังแสดงในตารางที่่� 1

ตารางที่่� 1 ความเข้้มข้้นของสารละลายมาตรฐานผสมของโลหะหนักัสำหรับัสร้้างกราฟมาตรฐาน

สารละลาย
ความเข้้มข้้น (µg/L)

ปรอท แคดเมีียม สารหนูู ตะกั่่�ว

Calibration blank 0.00 0.00 0.00 0.00

MSTD 1 1.00 1.00 10.00 10.00

MSTD 2 5.00 5.00 50.00 50.00

MSTD 3 10.00 10.00 100.00 100.00

MSTD 4 15.00 15.00 150.00 150.00

MSTD 5 20.00 20.00 200.00 200.00

MSTD 6 25.00 25.00 250.00 250.00

		  2.4.2	 การย่่อยและการเตรีียมสารละลายตััวอย่่าง (Digestion and preparation of sample solution) 

			ชั่่   �งตััวอย่่างผงใบกระท่่อม 1.00 g แล้้วถ่่ายตััวอย่่างไปยังหลอดย่อย (Digestion vessel) จากนั้้�นเติิม         

กรดไนตริิกเข้้มข้้น 8 mL และไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์เข้้มข้้น 2 mL ตามลำดัับ ปิิดฝาหลอดย่่อยให้้อยู่่�ในระบบปิิด แล้้วนำ

ไปย่่อยด้้วยเครื่่�องไมโครเวฟ ย่่อยจนสารละลายใสไม่่มีีตะกอน โดยใช้้เวลาย่่อยทั้้�งหมด 75 นาทีี (พารามิิเตอร์์ที่่�ใช้้                      

ในการย่อ่ยแสดงดังัตารางที่่� 2) จากนั้้�นยกออกจากเครื่่�องและปล่อ่ยให้เ้ย็็นจนกระทั่่�งถึงึอุณุหภูมูิห้ิ้อง เทสารละลายตัวัอย่่าง

ใส่่ในขวดวัดปริิมาตรขนาด 50.00 mL แล้้วปรัับปริิมาตรด้้วยน้้ำปราศจากไอออน กรองสารละลายผ่่าน Nylon syringe 

filter ขนาดรูพูรุนุ 0.45 µm เพื่่�อนำไปวิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�อง ICP-OES (ภาวะการทำงานเครื่่�อง ICP-OES แสดงดัังตารางที่่� 3)
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ตารางที่่� 2 ขั้้�นตอนการย่่อยด้้วยเครื่่�องไมโครเวฟ

ขั้้�นที่่� อุุณหภููมิิ (องศาเซลเซีียล) พลัังงาน (วััตต์์) เวลา (นาทีี)

1 170 90 15

2 200 90 30

3 50 0 10

4 50 0 10

5 50 0 1

ตารางที่่� 3 ภาวะการทำงานเครื่่�อง ICP-OES

Analysis mode Axial view, iFR mode

Rf power 1150 W

Gas flow rate
Plasma (argon) 12.5 L/min
Auxiliary gas 0.50 L/min
Nebulizer 0.35 L/min

Pump speed 45 rpm

Wavelength 

Hg 184.950 nm
As 189.042 nm
Pb 220.353 nm
Cd 226.502 nm

		  2.4.3	 การเตรีียมสารละลายสำหรับัการศึกึษาความโอนเอีียงและความเที่่�ยง (Preparation of solution for bias 

and precision study)

			   การเตรีียมสารละลายสำหรัับการศึึกษาในขั้้�นตอนน้ี้� ทำวิิธีีเดีียวกัับข้้อ 2.4.2 แต่่มีีการเติิมสารละลาย

มาตรฐานโลหะหนัักชนิิดต่าง ๆ (เตรีียมจาก Stock solution, ข้้อ 2.3.2) ที่่�สามระดัับความเข้้มข้้นดัังแสดงในตารางที่่� 4 

ปริิมาณอย่่างละ 1.00 mL ในแต่่ละตััวอย่่างก่่อนปิิดหลอดย่่อย

ตารางที่่� 4 ความเข้้มข้้นของสารละลายมาตรฐานผสมที่่�สามระดัับความเข้้มข้้น

สารละลาย
ความเข้้มข้้น (µg/L)

ปรอท แคดเมีียม สารหนูู ตะกั่่�ว

ระดัับต่่ำ 5.00 1.00 10.00 10.00

ระดัับกลาง 15.00 15.00 150.00 150.00

ระดัับสููง 25.00 25.00 250.00 250.00

3. ผลและวิิจารณ์์ (Results and discussion) 
	 3.1	ช่ ่วงการใช้้งานของเครื่่�องมืือ (Instrument working range)

		  การใช้้เครื่่�องมืือ ICP-OES ในการทดสอบปริิมาณโลหะหนัักมีีข้้อดีีคืือสามารถวิิเคราะห์์โลหะได้้รวดเร็็ว และ

สามารถวิเคราะห์์เชิิงปริมาณได้้หลายธาตุุในเวลาเดีียวกััน และเหมาะสมอย่่างยิ่่�งสำหรัับการทดสอบในสารละลายที่่�มีี

ระดัับความเข้้มข้้นต่่ำ ๆ เนื่่�องจากมีีสภาพไว (Sensitivity) ความถููกต้้อง (Accuracy) และความแม่่นยำ (Precision) ใน

การวิิเคราะห์์สููง จากการหาปริิมาณโลหะในสารละลายผสมที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ โดยอาศััยความยาวคลื่่�นแสงที่่�จำเพาะ

กัับโลหะนั้้�น ๆ พบว่่าสััญญาณความเข้้มแสง (Intensity) ที่่�เกิิดขึ้้�นจะแปรผัันตรงกัับความเข้้มข้้น (Concentration, µg/L) 
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ของโลหะหนักัที่่�เพิ่่�มขึ้้�น เมื่่�อนำไปสร้า้งกราฟแสดงความสััมพัันธ์ร์ะหว่า่งความเข้ม้ข้น้ของโลหะกัับความเข้ม้แสง ดังัแสดง

ในรูปูที่่� 1 พบว่่าสมการความสััมพัันธ์เชิิงเส้้นตรง (y = mx + c) ของโลหะทั้้�งสี่่�ธาตุุ มีีค่าสััมประสิิทธิ์์�การตััดสินใจ (Coefficient 

of determination, R2) เข้้าใกล้้ 1 แสดงให้้เห็็นว่าค่่าความเข้้มข้้นของสารละลายที่่�คำนวณจากสมการเส้้นตรงดัังกล่่าวมีี

ความถููกต้้องสููง

รููปที่่� 1 กราฟแสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้น (Concentration, µg/L) ของโลหะที่่�สนใจวิิเคราะห์์กัับความเข้้มแสง (Intensity)
 ที่่�ความยาวคลื่่�นที่่�จำเพาะกัับโลหะนั้้�น ๆ ได้้แก่่ ปรอท; 184.950 nm (A), แคดเมีียม; 226.502 nm (B), สารหนูู; 189.042 nm (C)

 และตะกั่่�ว; 220.353 nm (D)

		  จากการศึกึษาขีีดจำกัดัของเครื่่�องมือืวัดั (Instrumental detection limit, IDL) ตามวิธิี ีU.S. EPA. Method 6010D, 

2014 [11] โดยทำการทดสอบในสารละลาย Calibration blank จำนวน 10 ซ้้ำ พบว่่ามีีค่่า IDL เท่่ากัับ 0.50, 0.10, 2.5 

และ 1.8 µg/L สำหรับปรอท แคดเมีียม สารหนูและตะกั่่�ว ตามลำดัับ และได้้ศึึกษาความถููกต้้องของเครื่่�องมืือ มีีร้อยละ

ความถููกต้้อง (%Accuracy) อยู่่�ในช่่วง 80 - 105% ดัังตารางที่่� 5 จึึงยืืนยัันได้้ว่่าเครื่่�องมืือสามารถวััดปริิมาณธาตุุทั้้�งสี่่�ได้้

ถููกต้้อง แม่่นยำ เป็็นไปตามเกณฑ์์ที่่�กำหนด จึึงนำเครื่่�องมืือนี้้�ไปใช้้ตรวจสอบหาปริิมาณ LOD, LOQ, ความโอนเอีียง และ

ความเที่่�ยงของวิิธีี

ตารางที่่� 5 แสดงร้้อยละความถููกต้้อง (%Accuracy) และร้้อยละส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์์ (%RSD) ของการทดสอบในสารละลาย 
calibration blank สำหรัับยืืนยัันความสามารถของเครื่่�องมืือ

ธาตุุ
ความเข้้มข้้นที่่�ตรวจยืืนยััน 

(µg/L)

ปริิมาณที่่�ตรวจวััดได้้
เฉลี่่�ย (µg/L) ± SD

(n = 10)
%Accuracy %RSD

ปรอท 5.00 4.00 ± 0.14 80 2.3

แคดเมีียม 1.00 1.05 ± 0.05 105 4.9

สารหนูู 10.00 8.70 ± 0.63 89 7.2

ตะกั่่�ว 10.00 8.45 ± 0.46 85 5.5
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	 3.2	ขี ีดจำกััดการตรวจหาของวิิธีี (Limits of detection, LOD) และขีีดจำกััดการวััดปริิมาณของวิิธีี (Limits of 

quantitation, LOQ)

		  ผลการศึึกษา LOD และการประมาณค่่า LOQ ของวิิธีี โดยทำการทดสอบ Sample blank จำนวน 10 ซ้้ำ 

(repeatability, n=10) แล้ว้นำมาคำนวณตามสมการที่่� (1) (2) และ (3) ตามลำดับั [12] พบว่า่ได้ค้่า่ LOD และค่า่ประมาณ

 LOQ แสดงดัังตารางที่่� 6

								        LOD = 3(S’0)			   (1)

								        LOQ = 10(S’0)			  (2)

							        S’0 = S0 
n nb

1 1
+ 		  (3)

เมื่่�อ	 S0	คื ือ ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน (SD) คำนวณจากผลการทดสอบใน Sample blank (repeatability, n=10)

	 n	คื ือ จำนวนซ้้ำของตััวอย่่างที่่�ห้้องปฏิิบััติิการใช้้สำหรัับรายงานผลการทดสอบ (n=2)

	 nb	คื ือ จำนวนซ้้ำของ Blank ที่่�ใช้้ในการทดสอบ (n=1)

ตารางที่่� 6 แสดงขีีดจำกััดของวิิธีี (LOD) และค่่าประมาณขีีดจำกััดการวััดปริิมาณของวิิธีี (LOQ)

ธาตุุ
LOD ค่่าประมาณ LOQ

(µg/L) (mg/kg) (µg/L) (mg/kg)

ปรอท 1.0 0.050 3.0 0.15

แคดเมีียม 0.20 0.010 1.0 0.050

สารหนูู 3.0 0.15 10.0 0.50

ตะกั่่�ว 3.0 0.15 10.0 0.50

		  เมื่่�อได้้ค่่าประมาณ LOQ แล้้ว ทำการตรวจยืืนยััน LOQ ของวิิธีี โดยทำการเตรีียมสารละลาย Sample blank ที่่�

เติิมสารละลายมาตรฐานผสมของโลหะทั้้�ง 4 ธาตุุ ที่่�ความเข้้มข้้น 5, 1, 10 และ 10 µg/L สำหรัับปรอท แคดเมีียม สารหนูู

และปรอท ซึ่่�งเป็็นความเข้้มข้้นที่่�เลืือกพิิสููจน์์ความแม่่นและความเที่่�ยง จำนวนความเข้้มข้้นละ 8 ซ้้ำ แล้้วนำมาคำนวณ

ร้อ้ยละการคืนืกลับัและร้อ้ยละค่า่ส่ว่นเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสัมัพัันธ์ ์(%RSD) ตามสมการที่่� (4) และ (5) พบว่า่ %Recovery 

และ %RSD สำหรัับปรอท แคดเมีียม สารหนูู และตะกั่่�ว ดัังแสดงในตารางที่่� 7 ในส่่วนของความเข้้มข้้นที่่�ระดัับต่่ำสุุดของ

แต่ล่ะธาตุุอยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับ ยกเว้้นปรอทที่่�มีี %Recovery น้อ้ยกว่่าเกณฑ์์กำหนด เนื่่�องมาจากปรอทเป็น็โลหะประเภท

ระเหยง่า่ย (Volatile) และการศึกึษาปริมิาณปรอทครั้้�งนี้้�อยู่่�ในระดับัความเข้ม้ข้น้น้อ้ยมาก (ระดับัส่ว่นในพัันล้า้นส่ว่น, ppb) 

จึึงเกิิดการสููญเสีียได้้ง่่ายในขั้้�นตอนการเตรีียมตััวอย่่าง แม้้ว่่าขั้้�นตอนการเตรีียมจะได้้ดำเนิินการในระบบปิิดแล้้วก็็ตาม

	 3.3	ค วามโอนเอีียง (Bias)

		  การศึึกษาความโอนเอีียงสำหรับช่่วงการใช้้งานของวิิธีี โดยทำการเตรีียมสารละลายตััวอย่่าง ที่่�เติิมสารละลาย

มาตรฐานผสมของโลหะทั้้�ง 4 ธาตุุ ที่่�ระดัับความเข้้มข้้นต่่าง ๆ (ต่่ำ กลาง และสููง) ภายใต้้การวิิเคราะห์์ 8 ซ้้ำ แล้้วนำมา

คำนวณ %Recovery ตามสมการที่่� (4) พบว่่าโลหะที่่�สนใจวิิเคราะห์์ทุุกระดัับความเข้้มข้้นมีีค่่า %Recovery อยู่่�ในเกณฑ์์

กำหนด แสดงในตารางที่่� 7 ยกเว้้นปรอทที่่�มีี %recovery น้้อยกว่่าเกณฑ์์กำหนด 

						      %Recovery  = 
Cspike

Cobs - Cnative x100	 (4)

เมื่่�อ	 Cobs	คื ือ ความเข้้มข้้นที่่�วััดได้้

	 Cnative	คื ือ ความเข้้มข้้นของตััวอย่่างที่่�ไม่่ได้้เติิมสารละลายมาตรฐาน

	 Cspike	คื ือ ความเข้้มข้้นของสารละลายมาตรฐานที่่�เติิม
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 							       %RSD   = 
 x̄
SD x100		 (5)

เมื่่�อ	 SD	คื ือ ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของข้้อมููล

	  x̄	คื ือ ค่่าเฉลี่่�ยของข้้อมููล

ตารางที่่� 7 ค่่าร้้อยละการกลัับคืืน (%Recovery) ของโลหะทั้้�ง 4 ธาตุุ ในสารละลายตััวอย่่างใบกระท่่อมที่่�เติิมสารละลายมาตรฐานที่่�ระดัับ   
ความเข้้มข้้นต่่ำ กลาง และสููง

ธาตุุ
ความเข้้มข้้นที่่�เติิม 

(µg/L)
ค่่าอ้้างอิิง
(mg/kg)

ปริิมาณที่่�ตรวจวััด
ได้้โดยเฉลี่่�ย (mg/

kg) ± SD 
(n=8)

%recovery* %RSD**

ปรอท

5.0 0.25 0.17 ± 0.01 67 8.1

15.0 0.75 0.53 ± 0.02 71 2.9

25.0 1.25 0.93 ± 0.01 74 0.9

แคดเมีียม

1.0 0.050 0.062 ± 0.001 80 2.0

15.0 0.75 0.64 ± 0.01 82 1.6

25.0 1.25 1.05 ± 0.01 82 0.7

สารหนูู

10.0 0.50 0.46 ± 0.03 83 6.3

150.0 7.50 6.52 ± 0.06 86 0.8

250.0 12.5 11.4 ± 0.1 91 0.7

ตะกั่่�ว

10.0 0.50 0.66 ± 0.02 80 3.0

150.0 7.50 6.40 ± 0.17 82 2.6

250.0 12.5 10.6 ± 0.1 82 0.6

หมายเหตุุ 
*เกณฑ์์ยอมรัับได้้ %Recovery; 60 - 115% ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.01 mg/kg และ 80 - 110% ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.1 - 10 mg/kg [13]
**เกณฑ์์ยอมรัับได้้ %RSD; 21% ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.01 mg/kg, 15% ที่่�ระดับัความเข้้มข้้น 0.1 mg/kg, 11% ที่่�ระดับัความเข้้มข้้น 1 mg/kg 
และ 7.3% ที่่�ระดับัความเข้้มข้้น 10 mg/kg [13]

	 3.4	ค วามเที่่�ยง (Precision)

		  การศึกึษาความเที่่�ยงโดยทำการเตรีียมสารละลายตััวอย่่างที่่�เติิมสารละลายมาตรฐานผสมของโลหะทั้้�ง 4 ธาตุุ ที่่�

ระดัับความเข้้มข้้นต่่าง ๆ (ต่่ำ กลาง และสููง) ภายใต้้การวิิเคราะห์์ซ้้ำ 6 ครั้้�งในวัันที่่�แตกต่่างกััน (Intermediate precision) 

แล้้วประเมิินค่่าความเที่่�ยงจาก %RSD ตามสมการที่่� (5) พบว่่าโลหะที่่�สนใจวิิเคราะห์์ทุุกระดัับความเข้้มข้้น มีี %RSD         

อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้ ดัังแสดงในตารางที่่� 8 แสดงว่่าวิิธีีวิิเคราะห์์นี้้�มีีความเที่่�ยงสููง
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ตารางที่่� 8 ร้้อยละค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพัันธ์์ (%RSD) ของโลหะทั้้�ง 4 ธาตุุ ในสารละลายตััวอย่่างใบกระท่่อมที่่�เติิมสารละลายมาตรฐานที่่�
ระดัับความเข้้มข้้นต่่ำ กลาง และสููง

ธาตุุ
ความเข้้มข้้นที่่�เติิม 

(µg/L)
ค่่าอ้้างอิิง
(mg/kg)

ปริิมาณที่่�ตรวจวััดได้้โดยเฉลี่่�ย
(mg/kg) ± SD 

(n=6)
%RSD*

ปรอท

5.0 0.25 0.18 ± 0.02 11.7

15.0 0.75 0.61 ± 0.06 9.2

25.0 1.25 0.96 ± 0.08 8.2

แคดเมีียม

1.0 0.050 0.065 ± 0.002 2.7

15.0 0.75 0.63 ± 0.01 1.0

25.0 1.25 1.03 ± 0.01 0.7

สารหนูู

10.0 0.50 0.52 ± 0.04 7.3

150.0 7.50 6.84 ± 0.09 1.3

250.0 12.5 11.3 ± 0.1 0.9

ตะกั่่�ว

10.00 0.50 0.65 ± 0.03 4.4

150.0 7.50 6.18 ± 0.10 1.5

250.0 12.5 10.2 ± 0.1 0.6

หมายเหตุุ *เกณฑ์์ยอมรัับได้้ %RSD; 21% ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.01 mg/kg, 15% ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.1 mg/kg, 11% ที่่�ระดัับความเข้้ม
ข้้น 1 mg/kg และ 7.3% ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 10 mg/kg [13]

	 3.5	 การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอน (Measurement uncertainty)

		  จากการศึึกษาข้้างต้้นสามารถนำข้้อมููลที่่�ได้้มาประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด โดยคำนวณตามสมการ

ที่่� (6) [14] และได้้พิิจารณาที่่�ความเข้้มข้้นระดัับกลางของช่่วงการวิิเคราะห์์ของโลหะทั้้�ง 4 ธาตุุ

							        uc = C	
P

u (R)2 u (P)2

+ 	 (6)

เมื่่�อ	 uc		คื  ือ ค่่าความไม่่แน่่นอนรวม

	 C		คื  ือ ความเข้้มข้้นของสารละลาย 

	 u(R)	คื ือ ความไม่่แน่่นอนจากการทดสอบความโอนเอีียง

	 u(P)/P	คื ือ ความไม่่แน่่นอนจากการทดสอบความเที่่�ยง

		ซึ่่  �งค่า่ความไม่แ่น่น่อนจากการทดสอบความโอนเอีียง, u(R) ในการศึึกษาน้ี้� (ข้อ้ 3.3) เป็น็การศึึกษาแบบ Spiking 

individual portions of a “blank matrix” จึงึคำนวณค่่า u(R) ตามสมการที่่� (7) และ (8) ตามลำดัับ และค่่าความไม่่แน่น่อน

จากการทดสอบความเที่่�ยง, u(P)/P ได้้มาจากการศึึกษาความเที่่�ยง (ข้้อ 3.4) โดยพิิจารณาจาก RSD ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น

ต่่ำ กลาง หรืือสููง แล้้วเลืือกค่่าที่่�การกระจายกว้้างที่่�สุุดมาแทนค่่าเป็็น u(P)/P [14]

						      u(R̄m)  = R̄m +
nxm2

obs

s2mobs

mspike

u(mspike)  
2

	 (7)

						       u(R) = 	 u (R̄m)2     u (Rs)
2

+ 		  (8)
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เมื่่�อ	 u(R̄m) 	คื ือ ค่่าความไม่่แน่่นอนขยายของค่่าคืืนกลัับ

	 R̄m		คื ือ ค่่าคืืนกลัับ

	 Sm obs	คื ือ RSD ของค่่าคืืนกลัับ

	 n		คื  ือ จำนวนการวิิเคราะห์์ซ้้ำ (Repeatability, n = 8)

	 m̄ obs	คื ือ ความเข้้มข้้นเฉลี่่�ยที่่�วิิเคราะห์์ได้้

	 u(mspike)	คื ือ ค่่าความไม่่แน่่นอนของ CRM 

	 mspike	คื ือ ความเข้้มข้้นของ CRM ที่่�เติิม

		  ผลการคำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนขยายของธาตุุแคดเมีียม สารหนู และตะกั่่�ว พบว่่ามีีค่าน้้อยกว่่า ±25% สรุุป

ดัังตารางที่่� 9 ยกเว้้นปรอทมีีค่าความไม่่แน่่นอนขยายเท่่ากัับ ±38% ซึ่่�งมีีค่าความไม่่แน่่นอนในการวิิเคราะห์์กว้้างกว่่า         

โลหะหนัักอื่่�น ๆ เนื่่�องจากการวิิเคราะห์์ปรอทด้้วยเทคนิิค ICP-OES มีีค่่าความผิิดพลาดเชิิงระบบสููงกว่่าดัังเหตุุผลที่่�กล่่าว

ในข้้อ 3.2 หากต้้องการวิิเคราะห์์ปริิมาณปรอทที่่�มีีค่่าความไม่่แน่่นอนลดลง จำเป็็นต้้องใช้้เครื่่�องมืืออื่่�นที่่�มีีความจำเพาะ

เจาะจง ได้้แก่่ Mercury analyzer แต่่อย่่างไรก็็ตามการศึึกษาครั้้�งน้ี้�ไม่่พบปริมาณปรอทในตัวอย่่างใบกระท่่อม รวมถึึง

ปริมิาณแคดเมีียม, สารหนู ูและตะกั่่�วที่่�พบมีีปริมาณน้้อยกว่่า LOQ เมื่่�อคำนวณความเข้้มข้้นในหน่วย mg/kg ตามสมการที่่� (9) 

พิจิารณาร่ว่มกับัความไม่่แน่่นอนขยาย (U) จะเห็น็ว่าปริมิาณโลหะที่่�วิเิคราะห์์ในตัวอย่่างใบกระท่อ่มไม่่เกินิค่าตามมาตรฐาน

กระทรวงสาธารณสุุขกำหนด ทั้้�งน้ี้�หากวิเิคราะห์์ในตัวัอย่่างใบกระท่่อมจากแหล่งที่่�มาอื่่�น ๆ แล้้วผลการทดสอบมีีค่าน้้อยกว่่า 

LOQ ของวิธีิี แสดงว่่าวิธีิีทดสอบนี้้�ยัังคงสามารถใช้ตั้ัดสินได้ว่้่าเป็น็ไปตามกฎหมายกำหนดหรือไม่่ จึงึสรุุปได้ว่้่าวิธีิีทดสอบ

ปริิมาณโลหะปรอท แคดเมีียม สารหนููและตะกั่่�วที่่�ศึึกษานี้้�สามารถใช้้วิิเคราะห์์ในตััวอย่่างใบกระท่่อมได้ ้	

						      ความเข้้มข้้น (mg/kg)    =  
wt x 1000
C x D x V 		  (9)

เมื่่�อ	 C	คื ือ ความเข้้มข้้นของตััวอย่่างที่่�หัักลบค่่าแบลงค์์ (µg/L)

	 D	คื ือ แฟกเตอร์์สำหรัับการเจืือจาง

	 V	คื ือ ปริิมาตรของสารละลายตััวอย่่าง (mL)

	 wt	คื ือ น้้ำหนัักตััวอย่่าง (g)

ตารางที่่� 9 สรุุปค่่าความไม่่แน่่นอนของวิิธีีทดสอบ

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม (µg/L) ปรอท แคดเมีียม สารหนูู ตะกั่่�ว

ค่่าความไม่่แน่่นอนจากการทดสอบความโอนเอีียง, u(R) 0.149 0.090 0.080 0.091

ค่่าความไม่่แน่่นอนจากการทดสอบความเที่่�ยง, u(P)/P 0.117 0.027 0.073 0.044

ความเข้้มข้้น, C (mg/kg) 0.75 0.75 7.5 7.5

ค่่าความไม่่แน่่นอนรวม, uc (mg/kg) 0.142 0.070 0.813 0.757

ค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย, U (mg/kg) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 
(k=2)

0.28 0.14 1.63 1.51

ค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย, U (%) 37.9 18.8 21.7 20.2

LOQ ± U (mg/kg) 0.25 ± 0.09 0.05 ± 0.01 0.50 ± 0.11 0.50 ± 0.10

เกณฑ์์กำหนดปริมาณตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข (mg/kg) ไม่่เกิิน 0.5 ไม่่เกิิน 0.3 ไม่่เกิิน 5 ไม่่เกิิน 10
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4. สรุุป (Conclusion)
	 การตรวจสอบความใช้ไ้ด้ข้องวิิธีีวิเิคราะห์์ทดสอบโลหะปรอท แคดเมีียม สารหนู และตะกั่่�ว ในตัวอย่่างใบกระท่่อม โดย

การเตรีียมสารละลายตััวอย่่างด้้วยกรดเข้้มข้้นร่วมกัับการย่่อยด้้วยไมโครเวฟที่่�ดััดแปลงมาจากวิิธีี AOAC แล้้วตรวจวััด        

เชิิงปริิมาณด้้วยเทคนิิค ICP-OES เมื่่�อทำการศึึกษาคุุณลัักษณะเฉพาะต่่าง ๆ ได้้แก่่ ความเป็็นเส้้นตรงในการวิิเคราะห์์        

ขีีดจำกััดการตรวจหา ขีีดจำกััดการวััดปริิมาณ ความโอนเอีียง และความเที่่�ยง พบว่่าผลที่่�วิิเคราะห์์ได้้เป็็นไปตามเกณฑ์์

ยอมรับั รวมถึงึค่่าความไม่่แน่่นอนในการวัดัน้อยกว่่าเป้้าหมายที่่�ตั้้�งไว้้ (น้้อยกว่่า ±25%) ยกเว้้นปรอทซึ่่�งมีีค่าความโอนเอีียง

และค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััดที่่�ไม่่อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�กำหนด หากนำวิิธีีน้ี้�ไปใช้้ทดสอบหาปริิมาณปรอทร่่วมกัับธาตุุอื่่�น

จำเป็็นจะต้้องพิิจารณาเกณฑ์์กำหนดปริมาณต่่ำสุุดตามที่่�กฎหมายกำหนดร่วมด้้วย ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้�สามารถนำไป

วิิเคราะห์์ทดสอบและตััดสิินปริิมาณสารตกค้้างในใบกระท่่อมจากแหล่่งต่่าง ๆ ได้้ตามวััตถุุประสงค์์
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